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RESUMO

BIOCONTROLE DE Macrophomina phaseolina COM ESPECIES DE
Trichoderma APLICADAS NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE
FEIJAO E NO SOLO

Quatro espécies de Trichoderma (T. harzianum, T. koningii, T. viride e T. psendokoningii) foram avali-
adas, em condigGes de casa-de-vegetacio, empregando-se dois métodos: a) Tratamento de se-
mentes de fefjio com uma suspensio conidial dos antagonistas, ajustada para 1x10° conidios
por mililitro de dgua destilada-esterilizada, seguido do plantio em solo esterilizado e natural,
porém infestados, artificialmente, com Macrgphomina phaseolina, em trés perfodos distintos, em
relagdo ao plantio das sementes tratadas com Trichoderma; b) Tratamento dos dois tipos de solo
com os antagonistas, obedecendo os mesmos periodos de aplicagdo, em relacdo ao plantio das
sementes inoculadas com M. phaseolina. Em geral, as espécies de Trichoderma mostraram poten-
cial no controle do fitopatégeno presente nas sementes de feijao ou no solo, quando compara-
das as testemunhas (sem antagonistas). Das espécies de Trichoderma estudadas, 1. hargianum
mostrou melhor resultado, tanto no tratamento de sementes, como no tratamento do solo,
indicado pelo percentual de plantas sobreviventes.

Termos para indexagao: Trichoderma, Macrophomina phaseolina, feijoeiro, semente, solo.

ABSTRACT

BIOCONTROL OF Macrophomina phaseolina WITH Trichoderma SPECIES
APPLIED TO BEAN SEEDS AND SOIL TREATMENTS

Four species of Trichoderma (1. harzianum, 1. koningii, I viride and T. psendokoningii) were evaluated
under greenhouse conditions using two methods: a) Treatment of bean seeds with a conidial
suspension of the antagonists, adjusted to 1x10e conidia/ml of stetilized water, and planting in
natural and sterilized soils, which were artificially infested with M. phaseolina in three different
periods, in relation to the planting of the treated seeds; b) Treatment of both kinds of soil with
the antagonists, following the same periods of applying, in relation to the planting of the
inoculated seeds with phytopathogen. In general, Trichoderma species showed potential as
biocontrol agents of M. phaseolina. Among the studied species, 1. hargianum revealed the best
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results for both, seed and soil treatments, as indicated by higher Ievel of plant survival.
Index terms: Trichoderma, Macrophomina phaseolina, bean seeds, soil.

1. INTRODUGAO

A podridio cinzenta do caule do feijoeiro, causada por Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid, é uma importante doenca nas condi¢oes do Estado de Pernambuco. O patégeno além
de ser um habitante do solo, pode também ser disseminado pelas sementes de uma area para
outra. A presenca do fungo na semente resulta na ocorréncia de damping-off de pré-
emergeéncia, reduzindo o stand de germinacao.

Muitas pesquisas tém demonstrado que alguns antagonistas podem proteger as sementes
da acdo de fitopatégenos, as vezes de forma tio efetiva quanto o emprego de produtos
quimicos. Varios trabalhos sdo encontrados na literatura, tanto em relacdo a aplicagiao de
Trichoderma no solo como nas sementes, havendo no entanto, a necessidade de se considerar
certos fatores para o sucesso do tratamento. No primeiro caso, a capacidade do antagonista
se estabelecer no solo, numa nova comunidade microbiana, depende da sua tolerancia as
condices adversas e maior poder competitivo. Conforme alguns pesquisadores, uma forma
encontrada para o sucesso do biocontrole de fitopatogenos, refere-se a aplicacio do antagonista
no solo, juntamente com um substrato adequado, que serve de base alimentar e favorece a
sua multiplicacio (Wells et al.,, 1972; Backman & Rodriguez-Kabana, 1975; Hadar et al,,
1979; Baker, 1986; Campbell, 1989; Chet, 1990). No segundo caso, o tratamento de sementes
com antagonistas ¢ um método atrativo para introduzi-los no ambiente do solo. Ha numerosos
relatos envolvendo este método pratico de controle de fitopatogenos habitantes do solo (Liu
& Vaughan, 1965; Kommedahl, 1968; Kommedahl & Mew, 1975; Kommedahl & Windels,
1978; Liu & Baker, 1980; Harman et al, 1980; Marshall, 1982; Chao et al., 1986; Harman et
al., 1991; Harman & Taylor, 1990), além de outros.

Dentre os agentes de biocontrole mais estudados, destacam-se as espécies de Trichoderma
pelo seu potencial antagbnico a varios fitopatégenos de importancia para a agricultura. Esta
evidéncia tem despertado a atencdo de muitos pesquisadores na procura de medidas
alternativas de controle dos agentes causadores de doencas das plantas cultivadas (Wells et
al., 1972; Chet & Baker, 1980; Elad et al., 1980 e 1982; Lifshitz et al., 1984 ¢ 19806; Papavizas
& Lumsden, 1980; Papavizas, 1985; Sivan & Chet, 1986; Sivan et al., 1987; Adams, 1990;
Menezes, 1992, Silveira et al., 1994) e outros.

O objetivo do presente trabalho foi observar o efeito de espécies de Trichoderma no
biocontrole de M. phaseolina, quando aplicadas no tratamento de sementes de feijao (Phaseolus
vulgaris 1..) ou no solo, avaliado pelo percentual de plantas sobreviventes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Efeito de espécies de Trichoderma no tratamento de sementes de feijao, sobre
Macrophomina phaseolina, presente no solo

Os fungos M. phaseolina e Trichoderma (T. harzianum Rifai, T. koningii Oud, T. psendokoningii
Rifai e T. viride Pers.) foram cultivados em BDA, a temperatura de 25°C, em regime de
alternancia luminosa (12 hs de claro/12 hs de escuro), durante sete dias. Apds o petiodo de
incubagio, a suspensio de conidios de cada organismo foi preparada e a concentragio ajustada
para 1x10° conidios/ml de dgua destilada-esterilizada, com auxilio de uma camara de Neubauet.
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Sementes de feijao, cultivar IPA 7419, foram imersas na suspensao de cada espécie de
Trichoderma, por 10 minutos, e depois expostas ao ar natural para secagem durante duas
horas. Apos este periodo, efetuou-se o plantio em solo esterilizado (SE) e solo natural (SN),
pH=5,5, artificialmente infestado com M. phaseolina, através da adicdo de 40 mI. da suspensao
de conidios por vaso, em trés periodos: a) cinco dias antes do plantio (5dapl); b) por ocasido
do plantio (Oc.pl) e ¢) cinco dias apds o plantio (5dappl). As testemunhas consistiram de
sementes com Trichoderma em solo sem M. phaseolina; sementes sem Trichoderma em
solo com M. phaseolina; sementes e solo sem os organismos citados.

2.2. Efeito de espécies de Trichoderma no tratamento do solo sobre Macrophomina
phaseolina, presente em sementes de feijao

O tratamento do solo, tanto do esterilizado (SE) como do natural (SN), foi efetuado pela
aplicacio das mesmas espécies de Trichoderma, na concentracio de 1x10° conidios/mL de
agua destilada-esterilizada, empregando-se 40 mL da suspensdo de conidios por vaso e
obedecendo os mesmos periodos de aplicacio, mencionados no experimento anterior, em
relacdo ao plantio das sementes inoculadas com M. phaseolina. A inoculagiao das sementes
consistiu na sua imersio, por 10 minutos, numa suspensao de conidios do fitopatégeno na
mesma concentracdo indicada para Trichoderma. As testemunhas foram representadas por
sementes inoculadas com M. phaseolina em solo sem Trichoderma; sementes nio inoculadas
em solo com Trichoderma; sementes e solo sem os organismos citados.

O delineamento utilizado, tanto no tratamento de sementes, como no tratamento do solo
com Trichoderma, foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial, com trés repeticoes.

As avaliagdes foram efetuadas aos 20 dias apds o plantio, determinando-se a percentagem
de plantas de feijao sobreviventes nos diferentes tratamentos. Os dados foram submetidos a
analise de variancia ¢ as médias comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

Os resultados apresentados no Tabela 1 mostraram maior sobrevivéncia das plantas de
feijao quando M. phaseolina foi aplicada no solo (SE), por ocasido do plantio e cinco dias
ap6s. Em geral, as espécies de Trichoderma comportaram-se como bioprotetoras das sementes,
quando se compara os resultados obtidos com os da testemunha (sem antagonistas). Das
espécies estudadas, T. hargianum foi a mais promissora, permitindo o maior percentual de
plantas sobreviventes, comparavel as médias de T. pseudokoningii e T viride. Neste experimento,
os resultados do tratamento de sementes com 1. koningii, mostraram maior eficiéncia quando
M. phaseolina foi aplicada no solo cinco dias apds o plantio, nio havendo diferenca significativa
entre os antagonistas. As sementes tratadas com as quatro espécies de Trichoderma e semeadas
no solo sem M. phaseolina, apresentaram melhor germinacio e crescimento das plantas de
feijao. O contrario ocorreu quando sementes sem os antagonistas foram semeadas no solo
infestado com o fitopatégeno. As plantulas exibiram necrose do hipocotilo, de coloragao
escura, seguido de murcha e morte, na maioria dos casos.
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Tabela 1. — Efeito do tratamento de sementes de feijio com espécies de Trichoderma e plantio em solo
esterilizado, artificialmente infestado com Macrgphomina phaseolina, em trés periodos distintos,
em relagdo a sobrevivéncia das plantas

Plantas sobreviventes (%o)

Sementes com Trichoderma SE com M. Phaseolina SE sem M. Phaseolina

5 dapl Oc.pl 5 dappl Testemunha
T. harzianun 87,33 a 91,80 a 95,86 a 100,0 a
T. psendokoningii 83,00 ab 90,66 a 91,83 a 100,0 a
T. viride 83,00 ab 85,59 a 87,00 a 96,0 a
T. koningii 74,79 b 75,00 b 87,26 a 100,0 a
Testemunha (s/antagonista) 45,60 c 3723 ¢ 4773 b 98,52
C.V. 526%

D.M.S. (5%) 10,16

Médias de trés repeti¢des para cada tratamento; médias seguidas de mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

SE - solo previamente esterilizado.

Dapl - Infestacio do SE com M. phaseolina, 5 dias antes do plantio; Oc.pl - ocasido do plantio; Dappl - 5 dias ap6s plantio das
sementes tratadas com Trichoderma.

Pelos dados constantes do Tabela 2, observa-se do mesmo modo, que os antagonistas
empregados no tratamento de sementes, exerceram um certo controle sobre M. phaseolina
presente no solo natural (SN), variando a percentagem de sobrevivéncia das plantas de acordo
com o perfodo de infestacao do solo. Em geral, as sementes tratadas com os antagonistas e
plantadas no solo sem o fitopatégeno mostraram boa germinacao e crescimento das plantas.
Por outro lado, as sementes sem a protecao de Trichoderma e semeadas no solo natural,
infestado com M. phaseolina, apresentaram baixa germinagio e sintomas de damping-off de
pré-emergéncia, independente do periodo de infestacio. Também neste experimento, T.
harzianum comportou-se como o mais eficiente no biocontrole de M. phaseolina.

Tabela 2. —  Efeito do tratamento de sementes de feijao com espécies de Trichoderma e plantio em solo
natural, artificialmente infestado com Macrophomina phaseolina, em trés periodos distintos,
em relagdo a sobrevivéncia das plantas

Plantas sobreviventes (%0)

Sementes com Trichoderma SN com M. Phaseolina SN sem M. Phaseolina

5 dapl Oc.pl 5 dappl Testemunha
T. barzianun 83,50 a 90,56 a 90,40 a 100,00 a
T. psendokoningii 83,29 a 79,56 b 74,03 b 95,59 a
T. viride 87,46 a 83,20 ab 84,89 a 100,00 a
T. koningii 70,16 b 79,00 b 83,26 ab 100,00 a
Testemunha (s/antagonista) 48,90 c 37,19 ¢ 5323 ¢ 98,50 a
C.V.551%

D.M.S. (5%) 5,21

Médias de trés repeti¢des para cada tratamento; médias seguidas de mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

SN - solo natural.

Dapl - Infestacio do SN com M. phaseolina, 5 dias antes do plantio; Oc.pl - ocasido do plantio; Dappl - 5 dias ap6s plantio das
sementes tratadas com Trichoderma.

Conforme mostrado no Tabela 3, o emprego de Trichoderma no tratamento do solo
esterilizado, proporcionou um bom controle de M. phaseolina inoculada nas sementes de
feijao, evidenciado pelo percentual de plantas sobreviventes. Quando as sementes inoculadas
foram semeadas neste tipo de solo sem antagonistas (Testemunha), a sobrevivéncia das plantas
foi significativamente inferior, notadamente quando se compara com os dados obtidos em
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relagdao as sementes nao inoculadas e plantadas no solo sem as espécies de Trichoderma, onde
se observou boa germinacio e crescimento normal das plantas.

Tabela 3. —  Efeito do tratamento do solo esterilizado com Trichoderma aplicada em trés periodos
distintos, na sobrevivéncia de plantas de feijdo oriundas de sementes inoculadas com
Macrophomina phaseolina

Plantas sobreviventes (%)
Solo tratado com

Tviehod Semente inoculada Semente nio inoculada
a

riefodermt 5 dapl Oc.pl 5 dappl Testemunha

T. harzianun 70,79 a 87,29 a 62,49 a 100,00 a

T. pseudokoningii 66,70 ab 79,10 ab 3749 b 99,46 a

T. viride 70,99 a 84,20 ab 54202 99,13 a

T. koningii 54,20 ¢ 74,90 b 53,20 a 100,00 a

Testemunha (s/antagonista) 58,13 bc 35,56 ¢ 34,89 b 94,59 a

CV. 6,71%

D.M.S. (5%) 11,09

Médias de trés repeti¢bes para cada tratamento; médias seguidas de mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Dapl — tratamento do solo com Trichoderma, 5 dias antes do plantio; Oc.pl - ocasido do plantio; Dappl - 5 dias ap6s plantio das
sementes inoculadas com M. Phaseolina.

Com referéncia ao perfodo de aplica¢io de Trichoderma no solo, observou-se maior
percentual de plantas sobreviventes, quando os antagonistas foram aplicados por ocasiao do
plantio das sementes inoculadas com o fitopatégeno, principalmente com relacao a T.
harzianum.

Do mesmo modo, conforme apresentado no Tabela 4, as espécies de Trichoderma aplicadas
no solo natural, exerceram efeito benéfico no controle de M. phaseolinainoculada nas sementes
de feijao, permitindo maior sobrevivéncia das plantas, quando comparado com as médias
obtidas, neste mesmo solo, sem os antagonistas.

Tabela 4. —  Efeito do tratamento do solo natural com Trichoderma aplicada em trés periodos distintos,
na sobrevivéncia de plantas de feijao oriundas de sementes inoculadas com Macrophomina
phaseolina

Plantas sobreviventes (%)
Solo .tratado com Semente inoculada Semente nio inoculada
Trichoderma 5 dapl Oc.pl 5 dappl Testemunha

T. harzianun 62,50 a 79,29 a 64,09 a 100,00 a

T. pseudokoningii 66,70 a 70,79 a 54,20 ab 96,43 a

T. viride 54,20 ab 78,30 a 50,79 ab 97,96 a

T. koningii 56,76 a 67,50 a 48,29 ab 99,76 a

Testemunha (s/antagonista) 38,83 b 3353 b 4130 b 92,90 a

C.V. 10,41%

D.M.S. (5%) 8,22

Médias de trés repeti¢des para cada tratamento; médias seguidas de mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Dapl — tratamento do solo natural com Trichoderma, 5 dias antes do plantio; Oc.pl - ocasiao do plantio; Dappl - 5 dias apds plantio
das sementes inoculadas com M. Phaseolina.

Considerando-se os trés periodos de aplicagdo dos antagonistas no solo natural, os dados
mostraram maior controle do fitopatégeno quando o tratamento do solo foi feito por ocasiao
do plantio das sementes inoculadas, resultando em maior nimero de plantas sobreviventes.
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Embora todas as espécies de Trichoderma utilizadas no presente trabalho, tenham mostrado
resultados promissores, no controle do fitopatégeno, merece destaque T. hargianum, por
apresentar maior reducdo da doenca induzida por M. phaseolina, em todos os experimentos
realizados.

4. DiscussAo

As evidéncias apresentadas no presente trabalho, sugerem melhor controle de M.
phaseolina, através da aplicacdo de Trichoderma nas sementes de feijao, em relacio a aplicagdo
dos antagonistas no solo natural ou esterilizado. Todas as espécies do antagonista estudadas
mostraram bom desempenho no controle do fitopatégeno, com maior destaque para T.
harzianum, seguido de T. pseudokoningii e T. viride. Levando-se em consideragio Ahmad &
Baker (1987, 1988), o tratamento de sementes com espécies de Trichoderma da protegdo
quanto a damping-off de pré-emergéncia, porém eles consideram pequena a capacidade
destes antagonistas crescerem na rizosfera. Entretanto, acredita-se que, sendo as condicGes
do solo adequadas, tais como, pH, textura e umidade e, também a inexisténcia de fatores
bioticos desfavoraveis, os antagonistas tém capacidade para crescer e se multiplicar na rizosfera,
controlando o fitopatégeno, antes mesmo deste penetrar no hospedeiro.

Do ponto de vista pratico, o tratamento de sementes requer menor quantidade de material
bioldgico, além de ser facil a sua aplicagdo. Taylor & Harman (1990) consideram a semente
como um meio eficiente de liberacio do bioprotetor no ambiente do solo. Segundo eles, a
eficacia do tratamento biolégico das sementes depende da velocidade com que outros
organismos, principalmente bactérias antagonisticas, colonizem as sementes quando estas
sdo lancadas no solo, impedindo o sucesso do tratamento. A rapidez de crescimento de
Trichoderma, associada a producio de metabdlitos volateis e ndo volateis (Dennis & Webster,
1971 a,b; Hutchinson & Cowan, 1976), além do micoparasitismo observado por Medeiros &
Menezes (1994), e outros pesquisadores, conferem ao antagonista um potencial para o seu
emprego no tratamento de sementes de feijao, visando o controle de M. phaseolina em solo
infestado. Entretanto, Lifshitz et al. (19806) relataram que os esporos de Trichoderma so
germinam 14 hs ap6s o plantio das sementes e que esta desvantagem pode ser neutralizada
melhorando a metodologia do tratamento. No presente trabalho, mesmo sendo o solo infestado
com M. phaseolina, cinco dias antes do plantio das sementes tratadas com uma suspensio de
esporos de Trichoderma, constatou-se a eficiéncia dos antagonistas. Talvez a metodologia
utilizada, associada ao pH 5,5 do solo, tenham contribuido para a expressdo do efeito benéfico
dos antagonistas no controle de M. phaseolina, refletido pelo elevado percentual de plantas
sobreviventes.

Elad et al. (1986) observaram que preparacoes de Trichoderma em turfa reduziam de
37,5 a 74,0% a incidéncia da podridio de raizes de feijao, causada por M. phaseolina. Do
mesmo modo, sementes de melao tratadas com conidios de T. harzianum, reduziam de 37,5
a 46,3% a incidéncia da doenga causada por M. phaseolina, em casa-de-vegetacdo. Ja no
campo, a doenca causada por M. phaseolina em meldo e milho, foi reduzida de 22 e 28%,
respectivamente, pela aplicagao de T. harzianum, resultando no desenvolvimento precoce de
frutos de melao.

Os resultados desta pesquisa apoiam a hipotese de que Trichoderma pode ser usada no
controle de M. phaseolina em feijdo. Entretanto, estes resultados devem ser comparados
com trabalhos futuros, em condi¢ées de campo, onde haja ocorréncia natural do fitopatdgeno.
O tratamento de sementes, a tecnologia de aplicacio do antagonista, associada a correcio do
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pH do solo, nas condi¢gdes de campo, sao de primordial importancia para expressio do
potencial genético de Trichoderma, como agente de biocontrole de M. phaseolina, além de
outros fitopatégenos habitantes do solo.
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